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Latar Belakang. Di Indonesia diare masih merupakan masalah kesehatan masyarakat. 
Tanaman pegagan merupakan tanaman liar yang banyak tumbuh di perkebunan, ladang, tepi 
jalan, pematangan sawah ataupun di ladang yang telah dilaporkan memiliki kemampuan 
antidiare. Bakteri endofit adalah bakteri yang hidup di dalam jaringan tanaman inang tanpa 
menyebabkan gejala-gejala penyakit. Beberapa jenis bakteri endofit diketahui mampu 
menghasilkan senyawa aktif yang bersifat antibiotik. Metodologi. penelitian ini merupakan 
penelitian deskriptif-eksploratif. Isolasi bakteri endofit dari daun pegagan (C.asiatica L.) 
dilakukan dengan metode tanam langsung dan pemurnian isolate dengan metode streak plate, 
potensi antibakteri diuji dengan metode difusi cakram (disk diffusion methods). Identifikasi 
bakteri endofit dilakukan dengan pengamatan morfologi koloni, morfologi sel dan aktivitas 
biokimia. Hasil. Sebanyak 4 isolat dari 42 isolat bakteri endofit daun pegagan memiliki 
aktivitas antibakteri terhadap Escerichia coli yaitu berkisar 2 mm – 6,5. Kesimpulan. Isolat 
16 memiliki aktivitas yang paling tinggi dibandingkan ketiga isolat lainnya yaitu 6,5 mm. 
 
Kata Kunci: Centella asiatica L., Bakteri Endofit, Escherichia coli, Antibakteri  
 
Background. In Indonesia diarrhea is still a public health problem. Centella asiatica plants 
are wild plants that grow a lot on plantations, fields, roadside, maturation of fields or in fields 
that have been reported to have antidiarrheal abilities. Endophytic bacteria are bacteria that 
live in the tissues of host plants without causing symptoms of disease. Several types of 
endophytic bacteria are known to produce antibiotic-active compounds. 
Method.  this research is a descriptive-explorative study. Isolation of endophytic bacteria 
from Centella asiatica (C.asiatica L.) leaves was carried out by direct planting method and 
purification by streak plate method, antibacterial potential was tested by disk diffusion 
methods. Identification of endophytic bacteria was carried out by colony morphological 
observation, cell morphology and biochemical activity. Result. A total of 4 isolates from 42 
isolates of pegagan leaf endophytic bacteria had antibacterial activity against Escerichia coli 
which ranged from 2 mm to 6.5. Conclusion. Isolates 16 had the highest activity compared to 
the other three isolates, which were 6.5 mm. 
 









Diare adalah buang air besar dengan 
feses yang berbentuk cair atau setengah 
cair, kandungan air pada feses lebih 
banyak dari biasanya yaitu lebih dari 200 
gram atau 200 ml/24jam.
1 
Di negara 
Indonesia diare masih merupakan masalah 
kesehatan masyarakat, menurut data dari 
Kemenkes RI pada tahun 2015 telah terjadi 
kejadian luar biasa (KLB) di 11 provinsi 
dengan kasus sebanyak 1.213 penderita 
dengan angka kematian diare sebanyak 
2,47%.
2
 Provinisi Kalimantan Barat 
khususnya kota Pontianak pada tahun 
2015, dilaporkan bahwa angka kejadian 
diare sebanyak 13.532 kasus dan masih 




disebabkan oleh bakteri, virus, parasit dan 
lain-lain.
 
Satu diantaranya bakteri 
penyebab diare adalah bakteri Escherichia 
coli.
1 
Tata laksana untuk diare akut adalah 
dengan rehidrasi cairan, diet, obat diare 
dan antibiotik.
4 
Antibiotik merupakan obat 
yang paling banyak digunakan pada 
infeksi yang disebabkan oleh bakteri. 
Intensitas penggunaan antibiotik yang 
relatif  tinggi dapat menimbulkan berbagai 
permasalahan dan merupakan ancaman 




mengatasi infeksi mikroorganisme yang 
telah resisten terhadap antibiotik dapat 
menggunakan Tanaman obat sebagai 
pengobatan alternatif.
6
 Satu diantara 
tanaman obat tradisional yang memiliki 
efek pengobatan yaitu tanaman pegagan. 
Tanaman pegagan telah di laporkan 
digunakan untuk pengobatan ulcer 
lambung, asma, epilepsi, hepatitis, sifilis 
dan diare.
7 
Tanaman herba ini sering 
digunakan oleh masyarakat baik dalam 
bentuk segar, kering maupun dalam bentuk 
ramuan (jamu).
 
Tanaman ini mengandung 
berbagai bahan aktif seperti triterpenoid, 
saponin dan kandungan kimia dari 
pegagan terbagi menjadi beberapa 
golongan, yaitu asam amino, flavonoid, 
terpenoid dan minyak atsiri.
8 
 Fungsi lain 
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dari pegagan antara lain sebagai obat 




penelitian terdahulu telah melaporkan 
bahwa ekstrak metanol dari tanaman 
pegagan memiliki aktifitas antibakteri 
tehadap bakteri Staphylococcus aureus, 
Shigella boydii, Pseudomonas aeruginosa 
dan Escherichia coli.
10
 Pada tanaman 
terdapat mikroorganisme yang dapat 
memproduksi metabolit sekunder dengan 
kemampuan sebagai antibakteri yang 
disebut bakteri endofit.
11 
Bakteri endofit adalah bakteri yang 
hidup di dalam jaringan tanaman inang 
tanpa menyebabkan gejala-gejala 
penyakit.
12
 Bakteri endofit hidup di dalam 
jaringan vascular tumbuhan tanpa 
menyebabkan efek negatif. Hubungan 
simbiosis mutualisme antara bakteri dan 
tumbuhan memungkinkan bakteri 
menghasilkan senyawa bioaktif yang sama 
seperti terkandung di dalam tumbuhan 
inangnya.
13 
Mikroorganisme endofit dapat 
ditemukan pada berbagai jaringan 





 Beberapa jenis 
bakteri endofit diketahui mampu 
menghasilkan senyawa aktif yang bersifat 
antibiotik.
16  
Beberapa bakteri endofit mampu 
menghasilkan produk potensial yaitu 
Streptomyces griseus dari tanaman 




Streptomyces NRRL 30562 dari tanaman 
Kennedia nigriscans menghasilkan 
munumbicin (antibiotik) dan munumbicin 
D (antimalaria).
 
Serratia marcescens dari 
tanaman Rhyncholacis penicillata 
menghasilkan oocydin A sebagai 
antifungi.
18
  Endofit yang diisolasi dari 
suatu tanaman dapat menghasilkan 
metabolit sekunder yang sama dengan 
tanaman aslinya.
19
 Keuntungan lain yang 
diperoleh dari pengembangan bakteri 
endofit adalah dapat menjaga kelestarian 
tanaman obat, terutama jenis tanaman obat 
yang langka agar tidak digunakan secara 
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terus menerus sehingga tidak menurunkan 
jumlah populasi.
 
Penelitian mengenai eksplorasi bakteri 
endofit dari daun pegagan terhadap bakteri 
E. coli hingga saat ini belum pernah 
dilakukan. Berdasarkan latar belakang 
tersebut, maka peneliti bertujuan untuk 
melakukan penelitian ini agar dapat 
diperoleh informasi mengenai bakteri 
endofit yang memiliki aktivitas antibakteri 
terhadap E. coli yang merupakan penyebab 
penyebab diare.  
 
Tanaman Pegagan (Centella asiatica L.) 
Pegagan merupakan tanaman obat 
yang dapat dikonsumsi sebagai sayuran. 
Tanaman obat ini mudah untuk 
dibudidayakan dan diperbanyak secara 
vegetatif. Tanaman pegagan merupakan 
tanaman liar dan habitat aslinya banyak 
tumbuh di ladang, perkebunan, tepi jalan 
maupun di pekarangan. Tanaman yang 
berasal dari Asia tropis ini menyukai tanah 
yang agak lembab, cukup sinar atau agak 
terlindung.  Di indonesia tanaman ini 
tumbuh subur pada ketinggian 100-2500 
mdpl.
12 
Klasifikasi tanaman pegagan 




 Divisi  : Tracheophyta 
 Subdivisi  : Spermatophytina 
 Kelas  : Magnoliopsida 
 Superordo : Asteranae 
 Ordo  : Apiales 
  Famili  : Apiaceae 
  Genus  : Centella 
  Spesies : Centella asiatica (L.). 
Daun pegagan berwarna hijau, 
berbentuk seperti kipas atau ginjal.  Daun 
berdiameter 1-7 cm, permukaan dan 
punggung daunnya licin, tepinya agak 
melengkung ke atas, bergerigi, dan 
kadang-kadang berambut. Tulang daun 
berpusat di pangkal dan tersebar ke 
ujung.
12  
Pegagan memiliki bunga yang kecil, 
bentuknya lonjong, cekung, dan runcing ke 
ujung. Jumlah tangkai bunga antara 1-5 
tangkai dengan ukuran sangat pendek, 
tersusun dalam kerangka seperti payung, 
berwarna putih sampai merah muda atau 
agak kemerahan. Kelopak bunga tidak 
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bercuping serta tajuk bunga berbentuk 
bulat telur dan meruncing ke bagian ujung. 
Buah pegagan juga berukuran kecil, 
panjangnya 2-2,5 mm dan lebar 7 mm, 
berbentuk lonjong atau pipih, 
menggantung, baunya wangi, rasanya 
pahit, berdinding agak tebal, berkulit 
keras, berlekuk dua, berusuk jelas, dan 
berwarna kuning.
12  
Pegagan (C. asiatica L.) diketahui 
memiliki kandungan metabolit sekunder 
dan hal ini penting dalam sistem 
pengobatan modern. C. asiatica L. telah 
dilaporkan memiliki kandungan kimia 




tradisional tanaman ini banyak digunakan 
untuk mengobati penyakit kulit. Pegagan 
(C. asiatica L.) juga dapat digunakan 
untuk mengobati sakit perut, batuk, 
disentri, penyembuh luka, radang, pegal 
linu, asma, wasir, tuberculosis, lepra, 
demam, dan penambah selera makan.
23 
Pegagan juga memiliki efek antioksidan 
yang tinggi,  aktifitas anti jamur, dan 
aktifitas antimikrob pada 5 bakteri gram 
positif (Bacillus cereus, B. megaterium, B. 
subtilis, S. aureus dan Sarcina lutea) dan 8 
gram negatif (E. coli, P. aeruginosa, 
Salmonella paratyphi,  Salmonella typhi, 
S. boydii, Shigella dysenteriae, Vibrio 
mimicus dan Vibrio parahemolyticus).
24 
Bakteri Endofit 
  Bakteri endofit adalah 
bakteri yang hidup didalam jaringan 
tanaman seperti akar, batang, daun dan 
buah tanpa menyebabkan kerugian pada 
tanaman inangnya.
25
 Umumnya bakteri 
endofit dan tanaman inangnya hidup 
secara bersimbiosis mutualisme. 
Simbiosis mutualisme antara bakteri 
endofit dengan tanaman, dalam hal ini 
bakteri endofit mendapatkan nutrisi dari 
hasil metabolisme tanaman dan 
memperoteksi tanaman dalam melawan 
patogen, sedangkan tanaman 
mendapatkan derifat atau turunan nutrisi 
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Bakteri endofit memberikan 
manfaatnya kepada tanaman inangnya 
seperti meningkatkan laju pertumbuhan, 
ketahanan terhadap hama, penyakit, dan 
kekeringan. Manfaat lain dari bakteri 
endofit antara lain sebagai agen 
biokontrol tanaman, antimkiroba, anti 




Bakteri Escherichia coli 
Escherichia coli merupakan gram 
negative yang memiliki morfologi 
kokobasil atau batang pendek, tidak 
membentuk spora, bermotil dan dapat 
menghasilkan gas dari glukosa.
 
E. coli 
memiliki ukuran 0,4 mm – 0,7 mm dan 
memiliki strain yang berkapsul.
30
 




Kingdom  : Bacteria
 
  
Divisi   : Proteobacteria 
Kelas   :Gamma Proteobacteria 
Ordo   : Enterobacteriales 
Famili   : Enterobacteriaceae 
Genus   : Escherichia 
Spesies   : Escherichia coli 
Esherichia coli dan sebagian besar 
bakteri enterik lainya membentuk koloni 
yang sirkular, konveks, dan halus dengan 
tepi yang tegas.
30
 E. coli tumbuh subur 
pada suhu antara 10-40°C, dengan suhu 
optimum 37°C, pH maksimum 9,0. Bakteri 
mampu meragi laktosa dengan cepat 
sehingga pada endo agar membentuk 
koloni merah muda sampai tua dengan 
kilat logam spesifik dan permukaan halus. 
Pada medium agar darah beberapa strain 
membentuk daerah hemolisis disekeliling 
koloni, bersifat organik dan kebanyakan 
dapat memfermentasi laktosa.
32 
Escherichia coli secara khas 
menunjukan hasil tes positif pada tes indol, 
lisin dekarboksilase, dan fermentasi 
manitol, serta menghasilkan gas dari 
glukosa. Pada isolat dari urin dapat segera 
diidentifikasi sebagai E.coli dengam 
melihat hemolisinya pada agar darah, 
morfologi koloni yang khas dengan warna 
pelangi yang “berkilau” pada medium 
diferensial seperti agar EMB (eosine 
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Penelitian ini merupakan penelitian 
yang menggunakan studi eksploratif-
deskriptif. Penelitian eksplorasi dengan 
cara mengisolasi bakteri endofit dari daun 
pegagan (C. asiatica). 
Penelitian ini akan dilaksanakan 
pada bulan April - September 2017 Isolasi 
baktei endofit, pengujian aktivitas 
antibakteri bakteri endofit terhadap 
Escherichia coli dan identifikasi bakteri 
endofit potensial akan dilakukan di 
Laboratorium Mikroskopis Fakultas 
Kedokteran Universitas Tanjungpura.  
Variabel bebas pada penelitian ini 
adalah senyawa antibakteri yang 
dihasilkan oleh bakteri endofit yang 
diisolasi dari daun pegagan (C. asiatica). 
Variabel terikat pada penelitian ini adalah 
diameter zona hambat (mm) pertumbuhan 
E. coli yang diukur pada cawan petri. 
Variabel terkendali pada penelitian ini 
adalah waktu inkubasi, suhu inkubasi, 
sterilisasi alat dan bahan, media 
pertumbuhan dan pH media pertumbuhan. 
 
Prosedur Penelitian 
Pengambilan Daun Pegagan 
Daun pegagan (C. asiatica) 
didapatkan di Jl. Raya Transkalimantan, 
Kabupaten Kubu Raya. Sampel daun 
disimpan kedalam kantong plastik hitam 
untuk mengurang penguapan selama 
perjalanan menuju tempat penelitian. 
Sampel kemudian dikumpulkan ke 
Laboratorium Mikroskopis Fakultas 
Kedokteran Universitas Tanjungpura. 
Sterilisasi Permukaan Daun 
Daun pegagan (C. asiatica) yang 
telah dikumpulkan, dicuci dibawah air 
mengalir selama 10 menit. Sterilisasi 
dilakukan di dalam Laminar Air Flow 
Cabinet (LAFC). Daun direndam dalam 
alkohol 70% selama 1 menit, sambil 
dikocok pelan. Daun kemudian dicelupkan 
pada larutan NaOCL 1% selama 5 menit 
setelah itu dicelupkan lagi ke dalam 
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alkohol 70% selama 30 detik 
menggunakan pinset yang telah dilewatkan 
diatas nyala api terlebih dahulu. Daun 
dibilas menggunakan aquades steril selama 
1 menit dan diulang dua kali.
33 
Konfirmasi 
keberhasilan sterilasi permukaan daun 
dilakukan dengan menginokulasikan 
aquades pada bilasan terakhir pada media 
NA dengan menggunakan metode cawan 
sebar. Jika ditemukan pertumbuhan koloni 
pada media NA maka bakteri hasil isolasi 
tersebut bukanlah sepenuhnya bakteri 
endofit, sedangkan pada media NA yang 




Isolasi, Pemurnian dan Subkultur 
Bakteri Endofit 
Daun pegagan (C. asiatica) yang telah 
disterilkan kemudian dikeringkan 
menggunakan kertas saring, selanjutnya 
dipotong kecil-kecil dengan ukuran 2 x 2 
cm
2
 menggunakan gunting bedah steril, 
pemotongan dilakukan didalam Laminar 
Air Flow Cabinet (LFAC). Potongan daun 
cengkodok diinokulasikan pada media NA 
yang telah ditambahkan agen antijamur 
yaitu nistatin 30ug/mL. Satu cawan petri 
diisi tiga sampai empat potongan daun. 
Setelah itu diinkubasi selama 1-2 hari. 
Bakteri yang tumbuh pada media NA 
dimurnikan berdasarkan penampakkan 




Pengujian Potensi Antibakteri  
Penyiapan Bakteri Uji 
 a. Peremajaan Bakteri Uji 
Bakteri uji yang digunakan 
pada penelitian ini diperoleh dari 
Laboratotium Mikrobiologi 
Fakultas Kedokteran Universitas 
Gadjah Mada. Sebelum digunakan 
bakteri uji harus diremajakan dulu 
pada media pertumbuhanya. Satu 
koloni E. coli diambil 
menggunakan ose steril, kemudian 
diinokulasikan pada media 
pertumbuhan baru dengan cara 
menggoreskan pada permukaan 
agar, setelah itu diinkubasi pada 
suhu 37
o
C selama 24 jam. Setelah 
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24 jam, bakteri yang telah 
diinokulasikan dikonfirmasi 
menggunakan pewarnaan gram 
untuk mengetahui ciri-ciri dari 
bakteri uji tersebut. Peremajaan 
ini dilakukan karena dalam 
pengujian aktivitas antibakteri 
diperlukan koloni bakteri segar 
yang berusia 24 jam. Koloni 
bakteri yang tumbuh dari hasil 
peremajaan digunakan untuk 
sampel penelitian.
35 
a. Pembuatan Suspensi Bakteri Uji 
Pembuatan suspensi bakteri 
uji yaitu koloni bakteri uji pada 
media peremajaan yang telah 
diinkubasi selama 24 jam diambil 
menggunakan ose dan 
disuspensikan ke dalam tabung 
berisi larutan NaCl steril 0,9% 
sebanyak 5 mL. Kekeruhan yang 
terlihat kemudian disetarakan 




bakteri/mL, setelah setara maka 
suspensi ini digunakan sebagai 
bakteri uji.
36 
b. Pembuatan Larutan Mc Farland 
Pembuatan larutan standar 
Mc Farland yaitu dengan 
menggunakan larutan larutan 
BaCl2 1% sebanyak 0,05 mL dan 
H2SO4 1% sebanyak 9,95 mL. 
Larutan tersebut dicampurkan 




c. Kontrol Positif dan Kontrol 
Negatif 
Kontrol negatif yang 
digunakan dalam penelitian ini 
adalah akuades. Kontrol positif 
yang digunakan dalam penelitian 




d. Uji Sensitivitas Antibiotik 
Siprofloksasin  
Suspensi diambil sebanyak 
100 µL dan diratakan pada 
permukaan media Mueller Hinton 
Agar. Permukaan media diberi 
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disk antibiotik dan diinkubasi 
didalam inkubator dengan suhu 
37°C selama 24 jam. Pengamatan 
dilakukan setelah 24 jam masa 
inkubasi. Zona bening pada 
daerah sekitar antibiotik 
menunjukkan adanya daya 




Skrining Bakteri yang Berpotensi 
sebagai Antibakteri 
Produksi metabolit antibakteri 
dilakukan dengan metode isolat bakteri 
endofit yang tumbuh pada medium NA 
diinokulasikan pada media NB yang 
bertujuan untuk memproduksi metabolit 
antibakteri dari bakteri endofit. Isolat 
bakteri endofit diambil menggunakan 
jarum ose dan diinokulasikan kedalam 
tabung tabung reaksi 10 mL yang berisi 
media cair NB. Tabung reaksi kemudian 
diinkubasi pada suhu 37
o
C selama 2-3 hari 
dalam kondisi stasioner kemudian 
homogenisasi menggunakan vortex. 
Kemudian isolat diuji dengan metode 




Biakan murni bakteri endofit yang 
diperoleh diuji potensi antibakterinya 
terhadap E. coli dengan metode Paper 
Disc Agar Diffusion Technique. Suspensi 
bakteri uji yang telah diukur kepadatannya 
kemudian disebar di permukaan media 
MHA dengan metode swab. Sebanyak 20 
µL suspensi bakteri endofit hasil 
homogenisasi diserapkan pada cakram 
steril berdiamter 6 mm. Kemudian 
dilakukan inkubasi selama 24 jam pada 
suhu 37
o
C dan diamati ada atau tidaknya 
zona bening yang terbentuk.
41 
 
Pengukuran Diameter Zona Hambat 
 Pengamatan dan pengukuran zona 
hambat dilakukan setelah isolat bakteri 
endofit diinkubasi pada media MHA 
selama 24 jam. Aktivitas antibakteri 
bakteri endofit dapat dilihat dari 
terbentuknya zona bening disekitar 
cakram. Zona hambat yang terbentuk di 
sekitar cakram (Gambar 3.2) diukur 
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diameter vertikal dan diameter 
horizontalnya dengan satuan milimeter 
(mm) menggunakan jangka sorong. 
 
 
Identifikasi Bakteri Endofit  
Identifikasi bakteri endofit 
berdasarkan penampakan morflogi koloni, 
sel dan aktivitas biokimia. Pengamatan 
gambaran sel dilakukan dengan teknik 
pewarnaan Gram. Aktivitas biokimia 
bakteri yang diamati meliputi kebutuhan 
oksigen, oksidase, katalase, fermentasi 
glukosa, fermentasi sukrosa, fermentasi 
laktosa, fermentasi mannitol, fermentasi 




Data diperoleh dengan 
mengumpulkan semua hasil pengamatan 
isolat yang berpotensi memiliki aktivitas 
antibakteri terhadap E. coli dari proses 
isolasi, pengujian antibakteri dan 
mengukur diameter zona hambat yang 
terbentuk serta identifikasi bakteri endofit.  
HASIL 
Sterilisasi Permukaan Daun Pegagan 
Hasil sterilisasi permukaan daun 
pegagan yaitu terdapat adanya 
pertumbuhan bakteri di sekitar daun pada 
petri yang berisi daun dan tidak adanya 
pertumbuhan bakteri pada cawan petri 
konfirmasi keberhasilan sterilisasi daun. 
Tidak ditemukannya pertumbuhan bakteri 
pada cawan petri konfirmasi membuktikan 
bahwa bakteri yang tumbuh disekitar daun 
merupakan bakteri endofit.  
 
Isolasi Bakteri Endofit dari Daun 
Pegagan  
Sebanyak 42 isolat dengan karakter 
morfologi koloni yang berbeda telah 
berhasil diisolasi dari daun pegagan.  
 
Hasil Uji Kemurnian Bakteri Uji 
Hasil uji Kemurnian Bakteri Uji 
Escherichia coli yaitu pada media NA 
menunjukkan pertumbuhan koloni bakteri 
berbentuk bulat berwarna putih dengan 
tepian utuh dan pertumbuhan pada media 
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selektif diferensial EMB agar 
menunjukkan pertumbuhan koloni 
berwarna hijau metalik. Pengujian bakteri 
uji dilanjutkan dengan metode pewarnaan 
gram, berdasarkan pewarnaan gram bakteri 
tesebut merupakan gram negatif, berwarna 
merah dan berbentuk batang.  
 
Hasil Uji Aktivitas Bakteri Endofit  
Hasil uji aktivitas bakteri endofit 
daun pegagan terhadap Escherichia coli 
dilakukan dengan metode difusi cakram 
(disc diffusion methods)untuk mengetahui 
aktivitas zona hambat dari bakteri endofit. 
Hasil pengujian aktivitas bakteri endofit 
daun cengkodok terhadap Escherichia coli 
didapatkan sebanyak 4 isolat bakteri 
endofit dari 42 isolat memiliki aktivitas 
terhadap E. coli. Aktivitas isolat bakteri 
endofit berkisar antara 2 mm – 6,5 mm 






Pengambilan dan Pengolahan Sampel 
Daun pegagan digunakan sebagai 
sampel penelitian. Pengambilan daun 
dilakukan di jalan Khatulistiwa Kecamatan 
Pontianak timur Kota Pontianak. Daun 
pegagan tumbuh dibawah pohon dan 
terletak ditepi jalan. Daun pegagan diambil 
pada pagi hari sekitar pukul 08.00-10.00 
WIB sebanyak 12 helai.  Daun yang dipilih 
dalam kondisi segar, berwarna hijau, tidak 
layu, tidak ada kerusakan pada daun dan 
tanaman yang sehat tidak tampak tanda 
penyakit, hal ini mengindikasikan bahwa 
bakteri yang didapatkan merupakan bakteri 
bakteri endofit bukan patogen
12 
 
Sterilisasi Permukaan Daun  
 Sampel yang telah di ambil akan 
dilakukan sterilisasi permukaan daun. 
Sterilisasi permukaan daun bertujuan 
untuk menghilangkan bakteri yang berada 
dipermukaan daun. Daun dibersihkan 
dengan air mengalir kemudian bagian daun 
dipotong dengan ukuran  2cm x 2cm. 
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Daun yang telah di potong kemudia 
dilakukan sterilisasi dengan cara 
dimasukan kedalam larutan  alkohol 70% 




 Selanjutnya dimasukan ke dalam 
larutan 1% sodium hypochlorite (NaOCl) 
selama 5 menit. Ketika senyawa NaClO 
dilarutkan dalam air maka garam 
hipokloritnya akan membentuk senyawa 
HClO, yaitu senyawa yang dapat 
menyebabkan kerusakan DNA yang pada 
akhirnya akan menyebabkan kematian sel 
bakteri.
43
 Setelah daun dimasukan kedalam 
NaOCl  daun direndam di alkohol 70 % 
selama 1 menit. Pada tahap akhir sterilisasi 
daun, sampel dibilas 3 kali dengan aquades 
steril. sebanyak 100 µL  aquades bilasan 
terakhir diinokulasikan pada medium NA 
dengan menggunakan metode cawan sebar 
(spread plate). Sedangkan daun yang telah 
steril dletakan pada cawan petri.  
Kemudian di inkuasikan selama 24- 48 
jam. Hasil inkubasi selama 24-48 jam 
tidak ditemukan adanya pertumbuhan 
bakteri pada cawan petri konfirmasi. Tidak 
ditemukannya pertumbuhan bakteri pada 
cawan petri konfirmasi membuktikan 
bahwa bakteri yang tumbuh disekitar daun 
merupakan bakteri endofit. Hal ini sesuai 
dengan penelitian yang telah dilakukan 
oleh Munif dan Hipi bahwa bakteri yang 
tumbuh pada cawan petri konfirmasi 
merupakan acuan bahwa bakteri yang 





 Isolasi dan Pemurnian Bakteri Endofit  
Bakteri endofit adalah bakteri yang 
hidup dalam jaringan tanaman yang dapat 
diisolasi melalui sterilisasi permukaan 
jaringan.
45
 Jumlah bakteri endofit di dalam 
tanaman tidak dapat ditentukan secara 
pasti, namun bakteri ini dapat dideteksi 
dengan mengisolasi pada media agar.
46  
Bakteri endofit diisolasi dari 
tanaman pegagan melalui sterilisasi 
permukaan. Daun yang telah steril 
diletakan di media NA dan ditemukan 
adanya bakteri endofit pada media NA. 
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Penggunaan media NA lebih cocok untuk 




endofit endofit yang tumbuh pada media 
NA yang secara makroskopis berbeda 
dianggap merupakan isolat yang berbeda, 
namun jika koloni bakteri endofit yang 
tumbuh di media pertumbuhan yang secara 
makroskopis sama dianggap isolat yang 
sama. Bakteri endofit yang berbeda 
kemudian dilakukan pemurnian. Tujuan 
pemurnian isolat bakteri endofit adalah 
untuk memisahkan hasil inokulasi yang 
terdiri dari banyak koloni yang berlainan 
jenis sehingga didapatkan koloni murni 
pada setiap cawan petri. Setiap koloni 
dengan morfologi yang berbeda dipisahkan 
menjadi isolat tunggal hingga diperoleh 
isolat murni yaitu isolat yang hanya 
mengandung satu bentuk morfologi yang 
sama.
48
 Dari hasil setiap bakteri yang 
dimurnikan didapatkan 42 isolat bakteri 
endofit. Setiap isolat memiliki 
karakteristik masing-masing.  
 
Uji Kemurnian Bakteri Uji 
Bakteri uji yang digunakan adalah 
bakteri Escherichia coli. Secara 
makroskopis, pada media NA bakteri 
berbentuk sirkular berwarna putih dengan 
tepian utuh dan konveks. Berdasarkan 
literatur yang di dapatkan bahwa E. coli 
memiliki koloni berbentuk sirkular, 
konveks, dan tepi yang tegas.
49
 Sedangkan 
Secara mikroskopis bakteri tersebut 
merupakan gram negatif, berbentuk batang 
dan berwarna merah. Bakteri E. coli 
berwarna merah disebabkan rusaknya 
lapisan lipopolisakarida pada dinding sel 
bakteri yang tidak tahan oleh pencucian 
alkohol, sehingga warna cat awal yang 
merupakan kompleks kristal violet-iodin 
luntur dan warna cat Gram yang berwarna 
merah mampu menyelimuti dinding 
peptidoglikan pada bakteri E. Coli.
32
 
Identifikasi bakteri uji dilanjutkan 
menggunakan media EMBA (Eosin 
Methylene Blue Agar) yaitu media selektif 
yang digunakan untuk mengisolasi 
escherichia coli. Pada media EMBA E. 
400 
 
Jurnal Kesehatan Khatulistiwa. Volume 3. Nomor 1. Januari 2017 
 
Coli tumbuh berwarna hijau metalik dengan 
pusat berwarna gelap.50 Uji kemurnian ini 
dilakukan untuk memastikan bahwa 
bakteri uji yang digunakan merupakan 
bakteri uji yang benar-benar murni tanpa 
adanya kontaminasi. Uji kemurnian bakteri 
patogen dilakukan sebelum bakteri uji 
digunakan untuk tahapan skrining bakteri 
endofit.  
 
Uji Aktivitas Bakteri Endofit  
Isolat yang digunakan untuk uji 
aktivitas bakteri endofit terlebih dahulu di 
fermentasikan. Fermentasi bertujuan untuk 
menghasilkan sel bakteri endofit dalam 
jumlah yang banyak sehingga senyawa 
metabolit sekunder yang dihasilkan 
menjadi lebih optimal. Media fermentasi 
yang digunakan pada penelitian ini adalah 
media NB (Nutrient Broth). Proses 
fermentasi menggunakan media cair 
karena lebih efektif untuk memproduksi 
biomassa dan senyawa bioaktif 
dibandingkan fermentasi dengan media 
padat.
51
 Proses fermentasian ini dilakukan 
pada suhu ruang selama 72 jam. Hasil 
fermentasi yang diperoleh kemudian di 
vortex untuk mendapatkan suspensi yang 
homogen.
25
 Sebelum melakukan pengujian 
aktivitas bakteri endofit, bakteri uji dan 
bakteri endofit terebih dahulu disetarakan 
dengan kekeruhan larutan Mc farland 0,5. 
Tujuan disamakannya kepadatan bakteri 
uji setara larutan standar Mc Farland II 
adalah untuk mendapatkan kepadatan 
bakteri uji yang sama.
52 
Berdaraskan uji aktivitas bakteri 
endofit yang telah dilakukan dengan 
menggunakan jangka sorong. Isolat bakteri 
endofit memberikan efek zona 
hambat/bening terhadap bakteri 
Escherichia coli. Berdasarkan tabel 4.2 
terdapat 4 isolat aktif yang mampu 
menghambat pertumbuhan bakteri uji. 
Masing masing isolat memiliki zona 
hambat,  isolat 16 memiliki zona hambat 
sebesar 6,5 mm, isolat 36 memiliki zona 
hambat sebsear 4,5 mm, isolat 26 dan 30 
memiliki zona hambat sebesar 2 mm. hal 
ini menunjukkan bahwa bakteri endofit 
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dari daun pegagan mampu menghasilkan 
metabolit sekunder sebagai antibakteri 
dikarenakan bakteri endofit tersebut 




isolat yang tidak menghasilkan zona 
hambat pada isolat bakteri endofit nomor 
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,  8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 
15, 17, 18, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 27, 28, 
29, 31, 32, 33, 34, 35, 37, 38, 39, 40, 41 
dan 42. Sedangkan kontrol positif pada 
penelitian memiliki zona hambat sebesar 
39 mm. Faktor yang mempengaruhi 
ukuran daerah penghambatan, yaitu tingkat 
sensitifitas dari organisme uji, medium 
kultur dan kondisi inkubasi, kecepatan 
difusi dari senyawa antibakteri dan 
konsentrasi senyawa antibakteri.
54  
terbentuknya zona hambat juga 
dipengaruhi oleh faktor lingkungan dan 
bakteri uji yang berlebihan sehingga 
pengaruh metabolit yang dihasilkan oleh 
bakteri endofiy tidak signifikan terhadap 
pertumbuhan bakteri uji.
55
 besar kecilnya 
zona daya hambat mikrob endofit terhadap 
bakteri patogen diduga disebabkan oleh 
metabolit yang dihasilkan oleh isolat. 
Semakin tinggi konsentrasi antibakteri 
yang dihasilkan maka semakin tinggi pula 
daya hambatnya yang ditunjukkan oleh 




Isolat bakteri endofit yang diperoleh 
dari Centella asiatica L. memiliki potensi 
sebagai antibakteri yang ditandai dengan 
terbentuknya diameter zona hambat, 
namun terdapat beberapa isolat bakteri 
endofit yang tidak mampu menghambat 
pertumbuhan bakteri uji. 
 
KESIMPULAN  
 Sebanyak 42 isolat bakteri endofit 
berhasil diisolasi dari daun pegagan 
(Centella asiatica). Empat isolat memiliki 
aktivitas terhadap Escerichia coli dengan 
kisaran 2 mm – 6,5 mm (aktivitas lemah – 
sedang). Isolate 16 merupakan isolat 
dengan aktivitas paling tinggi yang 
berhasil diisolasi dari daun pegagan yaitu 
memiliki aktivitas sebesar 6,5 mm.  
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Identifikasi lebih lanjut 
mengggunakan teknik molecular dengan 
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